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緒言 
ハイブリッドライスは雑種強勢により通常品種よりも収量が 20~30%増加することが知られて
いる. ハイブリッドライス作付面積は中国ではイネ作付面積全体の 50%を超えており, 中国以外の
国でも近年作付面積が増加傾向にある. 
ハイブリッドライス種子生産においては細胞質雄性不稔性 (cytoplasmic male sterility: CMS)
が利用されている. ほとんどが海南島野生イネに由来する WA 型 CMS を利用したものであり, 
CMSの多様化が求められている.  
CMSを引き起こすCMS遺伝子はミトコンドリアにコードされており, またCMS遺伝子の発現
を調節し, 稔性を回復させる働きを持つ稔性回復遺伝子 (Restorer of fertility: Rf ) は核にコード
されている. そのため, CMSは核‐ミトコンドリアの相互作用研究のために利用されている. イネ
における CMSの研究例としては, これまでにWA型 CMS, BT型 CMS, HL型 CMS, LD型 CMS, 
CW型CMSについての報告があり, それぞれ表現型, 稔性回復様式, CMS遺伝子の同定, 稔性回復
遺伝子の同定が行われている. 
本研究で用いる RT98 型 CMS (RT98-CMS) は, インドのアッサム地方原産の野生稲 Oryza 
rufipogon の W1109 系統に由来する. W1109 を一回母本とし, 栽培稲 O. sativa の台中 65 号 
(Taichung 65: T65) を 8回連続戻し交雑することで稔性回復系統 RT98C (RfRf ) および CMS系
統 RT98A (rfrf ) が育成され, 配偶体型に作用する 1遺伝子により稔性回復すると報告されている 
(Motomura et al., 2001). 本研究は分子遺伝学的に未解析である RT98-CMSの雄性不稔原因遺伝
子 (CMS遺伝子) と稔性回復遺伝子の実体を明らかにすることを目的とした.  
第 1章 RT98-CMSの表現型の観察 
CMS系統RT98Aの葯と花粉の観察を行い, 稔性回復系統RT98CおよびT65との比較を行った. 
RT98Aの穎花はRT98C, T65と同様に外見上正常であった. また, デンプンも正常に蓄積しており, 
開花直後の花粉ではデンプンの糖化も行われていた (図 1). しかしながら, アニリンブルー染色に
より柱頭における花粉管伸長を観察したところ, RT98A において発芽している花粉は見られなか
った. このことから, RT98A は花粉が発芽しないことで不稔となることがわかった. 既報の CMS
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系統との比較により, RT98A の花粉は発育異常が観察できるステージがこれまでの報告の中で最
も遅いことがわかった.  
第 2章 RT98-CMSに対する稔性回復遺伝子の同定 
RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子を Rf98 と命名し, マッピングを行った. RT98C×T65 F2 
1248個体, および RT98C×T65 BC1F2 6432個体を用いてマッピングを行った結果, Rf98が存在
する領域を第 10 染色体のマーカーSSRH10027 から IndelT003 の間に絞り込むことができた (図
2). また, このマッピングの過程で R1~R8の組換え個体を得ることができた (表 1).  
RT98Cゲノムを用いて作成した bacterial artificial chromosome (BAC) ライブラリーから, こ
の領域をカバーするBACクローンを選抜した. このBACクローンのシークエンス解析を行った結
果, マーカーSSRH10027から IndelT003の領域は, RT98Cでは 170 kbであることがわかった. こ
の領域に含まれる遺伝子を Flowering Plant Gene Pickerで予測した結果, 18個の遺伝子を見出す
ことができた (表2). これらの候補遺伝子から, 細胞内局在予測プログラムPredotarを用いてコー
ドするタンパク質のミトコンドリア局在性を予測した . その結果, スコア 0.7 以上を示した
pentatricopeptide repeat protein (PPR) をコードする7個の遺伝子をRf98候補遺伝子として選抜
した. これらと同じくPPR遺伝子であるPPR332を含めた 8個のPPR遺伝子それぞれを含むゲノ
ム断片を BACクローンからサブクローニングし, RT98Aにアグロバクテリウム法で導入すること
で相補性試験を行った. 得られた形質転換体の稔性を調査した結果, PPR762 を導入した個体のみ
で稔実を確認することができた (表 3). PPR762導入個体は 9.3%の稔実率 (穂別の稔実率の最大は
15.9%) を示した (図 3). この結果から, PPR762を稔性回復遺伝子 Rf98として同定した. 
PPR762 導入個体の稔実率は RT98C に比べて大幅に低下していた. その理由を明らかにするた
めに, マッピングで得られた組換え個体 R1~R8 の稔実率を調査した. その結果, R3 と R4 は
RT98C と他の組換え個体に比べて稔実率が低下していることがわかった (表 1). R3 および R4 が
保持する領域には PPR762 が存在することから, 稔性回復遺伝子 Rf98 は稔性回復に必須の遺伝子
であるが, 稔性の完全な回復にはそれだけでは不十分であり, R3やR4において T65に置換された
領域には単独では機能しないが稔性回復遺伝子 Rf98 の機能を補助して稔実率を向上させる働きを
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持つ稔性回復補助遺伝子が存在していることが考えられた. 
第 3章 RT98-CMSの CMS遺伝子候補の探索 
RT98-CMSのミトコンドリア塩基配列を Roche の次世代シーケンサーGS-FLXシステムを用い
て解読し, RT98型ミトコンドリアゲノムを 525,913 bp の単一環状配列として決定した (DDBJア
クセッション番号 AP012527). この配列情報に基づいて RT98-CMS の CMS 遺伝子候補の選抜を
行った. まず得られた RT98型ミトコンドリアゲノムから, 70アミノ酸以上をコードすると予測さ
れる open reading frame (orf ) を 645個選抜した. その中から日本晴と比較してRT98ミトコンド
リア特異的に存在する orfを選抜した結果, 27個の orfを選抜することができた. さらにその中で,
既知のミトコンドリア遺伝子とのキメラ構造を持っているものを選抜した結果, orf276, orf210, 
orf113の 3個の orfを選抜することができた (表 4). さらに, orf276と orf210は既報の CMS遺伝
子候補であるWA352と CW-orf307と一部相同性のある配列を含んでいた (図 4).  
選抜した 3個の orfそれぞれに対する特異的な DNAプローブを作成し, RT98A, RT98C, T65 の
カルスのミトコンドリア画分から精製した RNAサンプルを用いてノーザンブロット分析によって
RNA の蓄積を調査した. その結果, 3 個の orf のうち, orf113 に特異的なプローブを用いた場合に
RT98A/RT98CでRNAの長さに違いが検出された (図 5). そのため, RT98-CMSのCMS候補遺伝
子の最有力候補は orf113であり, orf113は稔性回復遺伝子による RNAプロセッシング制御を受け
ているのではないかと仮定し, より詳しい調査を行った.  
orf113の下流には atp4と cox3が存在していた. これらの遺伝子が葯において共転写されている
かどうかをRT-PCRにより調査したところ, RT98A/RT98Cともに orf113-atp4-cox3が共転写され
ていることがわかった (図 6). さらに詳しく RNAの蓄積パターンを見るために, orf113-atp4-cox3
の領域に細かく DNA プローブを設計し , 再度ノーザンブロット分析を行った . その結果 , 
RT98A/RT98C で異なるバンドパターンを示す 2.1 kbと 2.2 kbのバンドは orf113から cox3プロ
ーブの領域に該当するmRNAであり, また 1.1 kbと 1.2 kbのバンドは orf113から atp4の領域に
該当する mRNA であることがわかった (図 7). この結果から, RT98C において 2.1 kb の
orf113-atp4-cox3 の mRNA では, orf113 の上流側でプロセッシングが起きていることが予測され
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た. 
この予測を確かめるために, orf113-atp4-cox3のmRNAの 5’および 3’末端を circularized RNA 
RT-PCR (CR-RT-PCR) により決定した. CR-RT-PCRでは, ターゲットとして 2.1 kbと 2.2 kbの
mRNAおよび 1.1 kbと 1.2 kbのmRNAを想定し, プライマーを設計した. その結果, それぞれの
ターゲットについてRT98A/RT98Cで異なるサイズのPCR増幅産物を得ることができた (図8A).
これらの PCR 増幅産物をクローニングし, シークエンス解析により 5’および 3’末端を決定したと
ころ, atp4 と cox3 の 3’末端については RT98A/RT98C で同じだったのに対し, 5’末端は想定した
orf113コード領域の内部に存在し, RT98Cでは RT98Aよりも約 50 bp下流の atg直前に存在する
ことがわかった (図 8B). これにより, RT98A では 74 アミノ酸のペプチドが翻訳可能であり, 
RT98C ではプロセッシングによる 5’非翻訳領域の欠如のため翻訳阻害が起きているのではないか
と予測された. 
第 4章 CMS遺伝子と稔性回復遺伝子の相互作用 
RT98-CMS に対する稔性回復遺伝子 Rf98 がコードする PPR762 は 18 個の PPR モチーフを持
つPタイプのPPRタンパク質であり, N末端にミトコンドリアターゲット配列が存在していた (図
9). PタイプのPPRタンパク質はRNAに結合してRNAのプロセッシング, スプライシング, 分解, 
翻訳の制御を行う. CMS遺伝子候補 orf113と稔性回復遺伝子Rf98の相互作用を明らかにするため
に, PPR762 を導入して稔性が回復した個体のうち, 最も稔実率の高かった#18 と#23 の個体に稔
った種子から誘導したカルスのミトコンドリア画分の RNA を用いて, CMS 遺伝子候補 orf113 の
ノーザンブロット分析を行ったところ, PPR762 導入個体では RT98A と同じバンドパターンを示
した (図 10). この結果から, PPR762は orf113のRNAプロセッシングには関与しないことがわか
った.  
CMS候補遺伝子として orf113 以外に orf276 と orf210 を見出しているが, これらは稔性回復遺
伝子の有無でRNAの蓄積パターンが変化しなかったため (第3章 図5), 稔性回復遺伝子はorf276
または orf210の翻訳制御に関わっている可能性も考えられた. CMS原因タンパク質の蓄積は今後
特異性の高い抗体を作製して検証する必要がある. 
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結語 
これまでのイネ CMS の報告と本研究で得られた成果を表 5 にまとめた. イネの稔性回復遺伝子
のクローニングは BT-CMSの Rf1aと Rf1b, LD-CMSの Rf2, CW-CMSの Rf17, HL-CMSの Rf5
と Rf6, WA-CMS の Rf4 に次いで 8 例目である. また, イネにおける CMS 遺伝子の報告は, 
BT-CMSの orf79, LD-CMSの orf79, CW-CMSの orf307, HL-CMSの orfH79, WA-CMSのWA352
に次いで 6 例目である. RT98-CMS は, これまでに報告されていない CMS 遺伝子を持ち, 完全な
稔性回復には複数の遺伝子が必要であることから, 既知のCMS/Rfシステムとは全く異なる新規シ
ステムによって制御されていることを明らかにすることができた. 本研究の成果は CMS 多様化に
RT98型 CMSを利用するための育種基盤として利用できる.
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